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前言

恶性肿瘤是由于体内细胞周期调控机制被破坏，细胞不断

进行分裂，不受控制所形成[1]。研究表明通过调节细胞周期素

(Cyclin)、细胞周期蛋白依赖性激酶(CDK)及细胞周期蛋白依赖

性激酶抑制因子(CKI)可控制细胞周期的进展速度[2,3]。其中，以

CDK2为代表的细胞周期蛋白依赖性激酶是细胞周期过程关

键的限速因子，其活性增高，可以促进细胞的增殖和分化。抑制
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摘要目的：探讨新型基因药物 rAAV-shRNA-CDK2对人肝癌裸鼠血液系统的影响，评估其安全性。方法：采用皮下接种人肝癌

HepG2细胞构建荷瘤裸鼠，10天后将其随机分为 3组：肿瘤组、NC组及 rAAV-shRNA-CDK2组，每组雌雄裸鼠各 6只。通过尾静

脉注射定量给药，15天后取眼球血并处死裸鼠。检测血常规指标和骨髓细胞周期。结果：所有裸鼠平均血小板体积略高于该周龄

鼠的正常值范围，但各组间比较差异无统计学意义(P＞0.05)；肿瘤组雌性裸鼠的中性粒细胞百分比显著高于 rAAV-shRNA-CDK2
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但两组其他周期骨髓细胞比例比较差异无统计学意义(P＞0.05)。结论：rAAV--shRNA-CDK2并未对人肝癌裸鼠血液系统产生

不良影响。
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Effects of rAAV-shRNA-CDK2 on the Blood System of Nude Mouse Model
of Human Liver Cancer *

To investigate the effects of novel gene drugs rAAV-shRNA-CDK2 on the blood system of nude mice with

hepatocellular carcinoma (HCC) and evaluate its safety. To construct tumor bearing nude mice, human hepatoma HepG2 cells

were subcutaneously vaccinated into nude mice, they were randomly divided into 3 groups after 10 days: tumor group, NC group and

rAAV-shRNA-CDK2 group. 6 males and females in each group were quantitatively administered by tail vein. 15 days later, the eyeball

blood was taken and nude mice were killed. The blood routine index and bone marrow cell cycle were detected. The mean

platelet volume of all mice was slightly higher than the normal range of values of mice with the same age, but there was no significant

difference between the groups (P>0.05). The percentage of neutrophils in the femal nude mice of tumor group was significantly higher

than that in the rAAV-shRNA-CDK2 group, while the percentage of lymphocytes was significantly lower than that in the

rAAV-shRNA-CDK2 group (P<0.05), but the index values were in the normal range. The bone marrow cell cycle distribution of male

nude mice in each group showed no significant difference (P > 0.05); bone marrow cells in G2/M phase of female nude mice in the tumor

group was significantly higher than that of the rAAV-shRNA-CDK2 group (P<0.05), but there was no significant difference in other two

cycles of bone marrow cells proportion between two groups (P>0.05)(P>0.05). rAAV--shRNA-CDK2 had no significantly

detrimental effect on the blood system of nude mice with human liver cancer.
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CDK2或与其相关的 CDK2/CyclinE复合物的活性，能够阻止

细胞周期进程，从而抑制肿瘤细胞的发展[4-7]。我们前期构建了

靶向沉寂 CDK2基因的重组腺相关病毒 rAAV-shRNA-CDK2，

在肝癌的模型中已经取得较好的抑瘤效果，体内实验抑瘤率高

达 72.18%[8]。本研究对该基因药物的靶向性和药物毒性进行了

初步的安全性评价，旨在为以后的临床试验提供数值依据，为

研发出更加安全、可靠的 RNAi药物提供参考。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 SPF级 BALB/c-nu裸鼠，购自北京大学医学

部实验动物科学部，动物质量合格证号为 SCXK (京 )

2011-0012。5-6周龄，雌性，体重 14-16 g；雄鼠，体重 18-20 g；实

验裸鼠饲养在无特定病原(specific pathogen free，SPF)动物实验

室，恒温(20~26℃)，最大日温差≤ 4，相对湿度(40～70 %)，空气

洁净度 7级，噪声≤ 60 dB(A)，昼夜明暗交替时间为 12/12 h，所

用鼠笼、垫料、饮水均消毒灭菌处理。

1.1.2 瘤株细胞 人肝癌 HepG2细胞，购自北京协和细胞资

源中心。

1.1.3 实验药物 携带有 EGFP的 rAAV-shRNA-CDK2由黑

龙江中医药大学生物化学与分子生物学实验室设计制备。碘化

丙啶(PI)来自 BD公司。

1.2 实验仪器

Sysmex XT-1800i 全自动血液分析仪；BD FACSVerse 流

式细胞仪。

1.3 实验方法

1.3.1 裸鼠移植瘤模型的建立 裸鼠饲养 3天后开始接种，将

处于对数生长期的 HepG2细胞经过 0.25%的胰蛋白酶消化处

理，制成单细胞悬液，计数活细胞数＞95 %以上，用 PBS缓冲

液稀释细胞悬液浓度至 2× 107个 /mL，75 %酒精消毒裸鼠前

肢腋下，取 0.2 mL/只细胞悬液接种于皮下。

1.3.2 分组与给药 10天后随机分为 3组：肿瘤组、NC组以

及 rAAV-shRNA-CDK2组，每组雌雄各 6只，各组均采用尾静

脉注射方法一次性给药，药物及剂量如下：肿瘤组：PBS缓冲

液，0.2 mL/ 只；rAAV-NC：滴度：1× 1012 v·g/mL，0.2 mL/ 只；

rAAV-shRNA-CDK2：滴度为 1× 1012 v·g/mL，0.2 mL/只。

1.3.3 样品采集 给药 15天后，外周血采集：摘裸鼠眼球取血

后处死，将血液滴入装有 EDTA抗凝管内，颠倒混匀，备用。骨

髓细胞采集：无菌条件下，完整剥离小鼠股骨，剔除肌肉及结缔

组织；剪断股骨两端，用 1 mL注射器抽取 RPMI1640溶液反复

冲洗骨髓腔，将骨髓冲至抗凝管中；将骨髓细胞经 200目的尼

龙过滤，制备单细胞悬液；RPMI1640漂洗，4℃，1500 rpm，离心

5 min，弃上清，重复 3次。应用 RPMI1640重悬骨髓细胞，细胞

计数调整浓度为 1× 107/mL；保持活细胞数在 98 %以上备用。

1.3.4 处理方法 (1)血液指标检测：将前面准备好的血样，利

用 Sysmex XT-1800i全自动血液分析仪进行检测。测定指标：

① 红系：红细胞数、血红蛋白浓度、红细胞压积、平均红细胞压

积、平均血红蛋白含量、平均血红蛋白浓度、血小板数、红细胞

体积分布宽度、红细胞体积分布宽度、血小板体积分布宽度、平

均血小板体积、血小板压积；② 白系：中性粒细胞比率、淋巴细

胞比率、单核细胞比率、嗜酸性粒细胞比率、嗜碱性粒细胞比

率。(2)骨髓周期检测：将备好的骨髓悬浮细胞，1500 rpm离心

5 min，弃上清，收集细胞并计数；用预冷 1 mL PBS洗细胞 2

次，弃上清；每管加入预冷 75 %乙醇，于 -20℃固定 6 h；将固定

的细胞，1500 rpm，离心 5 min，弃上清；以 1 mL预冷的 PBS漂

洗细胞 1次，弃上清；每管中加入 500 滋L PI；再加入 100 滋g /ml
RNase A，37℃水浴箱温浴 30 min；在使用 BD FACS Verse进

行检测后，在 BD公司MODFIT软件上进行分析。

1.4 统计学分析

应用 SPSS17.0统计分析软件进行统计分析，实验结果以

均数± 标准差(x依s)表示，采用单因素方差分析(One-Way，ANO-

VA)进行组间差异的比较，以 P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组血液常规数值的比较

采用血液分析仪对三组雌雄裸鼠分别进行血液常规检测，

结果见表 1。除平均血小板体积略高于该周龄正常值范围[9-11]，

其余指标数值均在正常值范围之内，组间比较差异无统计学意

义(P＞0.05)，提示 rAAV-shRNA-CDK2并未对裸鼠血液常规数

值产生不良影响。

表 1各组血液常规数值的比较

Table 1 Comparison of the blood routine values among different groups

index N tumor group(♂ /♀ ) NC group(♂ /♀ )
rAAV-shRNA-CDK2 group

(♂ /♀ )

Leukocytes

(WBC)(× 109/L)

6 3.94± 1.47 4.91± 1.10 4.21± 2.65

6 3.54± 0.50 4.32± 0.81 4.04± 0.47

Erythrocytes

(RBC)(× 1012/L)

6 10.07± 1.30 11.26± 1.77 10.25± 0.89

6 10.93± 0.83 11.07± 1.57 11.24± 0.73

Hemoglobin

(HGB)(g/L)

6 150.25± 20.40 167.25± 28.27 153.67± 15.01

6 160.33± 8.02 163.67± 8.50 159.50± 9.19

Hematocrit

(HCT)(%)

6 45.83± 7.15 51.33± 6.98 47.17± 4.10

6 48.40± 2.55 47.90± 2.79 49.80± 0.28
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index N tumor group(♂ /♀ ) NC group(♂ /♀ )
rAAV-shRNA-CDK2 group

(♂ /♀ )

Mean corpuscular volume

(MCV)(fL)

6 45.43± 1.22 45.73± 1.60 47.30± 2.54

6 44.28± 5.29 43.59± 3.42 44.31± 2.34

Mean corpuscular

Hemoglobin (MCH)(pg)

6 14.93± 0.13 14.85± 0.17 14.95± 0.17

6 14.69± 0.42 14.94± 1.80 14.20± 0.10

Mean corpuscular hemoglobin

concentration (MCHC)(g/L)

6 328.75± 6.55 325.00± 14.47 316.25± 18.39

6 371.01± 40.31 342.07± 18.20 355.97± 18.27

Platelet count

(PLT)(× 109/L)

6 680.00± 242.93 789.50± 105.47 677.33± 73.24

6 555.67± 126.48 583.67± 53.68 569.50± 78.49

Red blood cell volume distribution width

(RDW-SD) (fL)

6 37.23± 3.00 40.75± 1.50 35.53± 4.49

6 34.53± 2.45 37.23± 4.14 33.60± 2.12

Red blood cell volume distribution width

(RDW-CV)(%)

6 26.90± 1.92 29.45± 2.79 24.90± 4.33

6 24.87± 1.96 26.67± 2.67 24.05± 1.63

Platelet volume distribution width

(PDW)(fL)

6 8.78± 0.44 9.20± 0.57 9.13± 0.52

6 7.97± 0.32 8.04± 0.50 8.40± 0.28

Mean platelet volume

(MPV)(fL)

6 7.45± 0.10 7.55± 0.26 7.65± 0.19

6 7.20± 0.60 7.47± 0.37 7.55± 0.35

Plateletcrit

(PCT)(%)

6 0.51± 0.18 0.57± 0.08 0.56± 0.40

6 0.40± 0.07 0.44± 0.06 0.43± 0.08

表 1各组血液常规数值的比较（续表 1）

Table 1 Comparison of the blood routine values among different groups

2.2 各组白细胞系百分比率的比较

如表 2所示，雄鼠白细胞系各细胞比率均在正常值范围

内，且组间比较差异无统计学意义(P＞0.05)；肿瘤组雌性中性

粒细胞百分比和淋巴细胞百分比和 rAAV-shRNA-CDK2组比

较差异具有统计学意义(P＜0.05)，但是各组数值均在正常值范

围内[9,10]，提示 rAAV-shRNA-CDK2对裸鼠的血液系统白细胞

系并未产生不良影响。

表 2各组白细胞比率的比较

Table 2 Comparison of the Leukocyte differential percentage among three groups

Index N Tumor group (♂ /♀ ) NC group (♂ /♀ ) rAAV-shRNA-CDK2 group(♂ /♀ )

Neutrophils(NE)(%)
6 10.00± 4.99 9.15± 4.56 6.57± 1.74

6 10.71± 0.43 9.12± 0.14 6.91± 0.25*

Lymphocytes(LY)(%)
6 82.75± 3.40 81.80± 2.77 83.10± 6.33

6 81.49± 0.42 82.67± 1.00 83.97± 0.98*

Monocytes(MO)(%)
6 1.38± 1.56 2.55± 1.54 1.43± 1.2

6 1.48± 1.31 1.85± 0.56 2.09± 0.28

Eosinophils (EO)(%)
6 0.15± 0.19 0.10± 0.08 0.15± 0.24

6 0.20± 0.18 0.31± 0.55 0.13± 0.19

Basophils(BA)(%)
6 5.73± 1.23 6.40± 1.41 6.17± 1.52

6 6.11± 1.12 6.03± 0.57 6.88± 1.32

注：*与肿瘤组比较，P<0.05。

Note: *compare with the tumor group, P<0.05.

2.3 各组裸鼠骨髓细胞周期的比较

如表 3所示，各组雄裸鼠 G0/G1、S、G2/M期细胞比例比较

差异均无统计学意义(P＞0.05)。如表 4所示，肿瘤组雌鼠 G2/M

期比例显著高于 rAAV-shRNA-CDK2组(P＜0.05)，但两组其他

周期细胞比例比较差异无统计学意义 (P＞0.05)，提示

rAAV-shRNA-CDK2并未对骨髓细胞周期产生影响。
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3 讨论

基因治疗是现代医学的一种新型的治疗方式，其所能治疗

的疾病种类已经从单基因遗传性疾病扩大到恶性肿瘤、感染性

疾病、心血管疾病、自身免疫性疾病、代谢性疾病等重大疾病的

治疗[12]。本实验室用 RNAi的技术，结合调控细胞周期限速因

子 CDK2， 研 制 出 了 新 型 重 组 基 因 靶 向 药 物

rAAV-shRNA-CDK2，借助 AAV8具有的强烈嗜肝性[13]，靶向作

用于肝脏，以达到治疗肝癌的目的。其中，作为载体的 AAV已

被应用于 100多个临床试验中，并取得了可喜的成果，特别是

在治疗 茁-地中海贫血和血友病等血液系统疾病当中[14-16]。随着

AAV衍生载体在人类基因治疗中的成功率越来越高，对 AAV

持续性的体内位点及其激活的临床后果的定义日益迫切。血清

流行病学调查表明 AAV感染人体是无处不在的，但临床后果

在很大程度上是未知的[17]。虽然有报道称 AAV载体在血液中

的清除率约为 2小时和 4小时左右 [18]，从一定程度上表明了

AAV载体对血液产生的影响较小。但又有文献报道显示研究

者将超大剂量的载体注射入血液中[19,20]，存在着内源性 AVV与

输注的载体 AAV相结合形成新的重组体的可能 [17]。检测以

AAV为载体的重组基因药物对血液相关指标的影响，可以尽

早发现未预料到的不良事件的危害。

以往研究表明安全性的检测成为了基因药物进入临床前

必不可少的一部分[21,22]，血液系统至关重要[23]。血液系统是贯

穿全身的一个循环系统，机体的各个脏器的正常运行都是以血

液循环为基础[22]。因此，对于药物对血液系统的影响的研究尤

为重要。本研究结果显示 rAAV-shRNA-CDK2在靶向治疗肝

癌的过程中，以 SPF级 Balb/c的血常规指标为参考[9-11]，无论是

雄鼠还是雌鼠，除平均血小板体积略高于该周龄正常值范围

外，其余指标数值均在正常值范围之内，且显示组间无差异，说

明重组基因药物 rAAV-shRNA-CDK2并未对血液常规数值产

生影响。与此同时，我们也对给药后白细胞系各细胞比率进行

了检测，发现雄裸鼠白细胞各细胞比率均在正常值范围内；雌

裸鼠的中性粒细胞和淋巴细胞的百分比，在肿瘤组与

rAAV-shRNA-CDK2 比较时 发现有 显 著 差 异。其 中 ，

rAAV-shRNA-CDK2 组的淋巴细胞比率高于肿瘤组，提示

rAAV-shRNA-CDK2对白细胞系比率产生了影响，但各数值均

在正常参考值的范围内。

骨髓细胞是处于细胞周期运行中的增殖型细胞[23]。骨髓细

胞的细胞周期变化对机体各项功能有着巨大的影响。本实验通

过调整肿瘤细胞的细胞周期来抑制肿瘤细胞的生长，因此骨髓

细胞的周期测定必不可少。结果显示各组雄裸鼠各周期分布比

较差异并无统计学意义，肿瘤组雌鼠 G2/M 期明显高于

rAAV-shRNA-CDK2组，但其他数据却无显著性差异。本研究

结果表明重组基因药物 rAAV-shRNA-CDK2对骨髓细胞周期

并无不良影响。

综上所述，重组基因药物 rAAV-shRNA-CDK2治疗肝癌

动物模型的过程中，对血常规、白细胞比率、骨髓细胞周期血液

系统相关指标无明显不良影响，具有良好的安全性。
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